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基础 研究 
新 西 兰 钢 再 生 障 碍 性 贫血 模型 的 建立 
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摘要 :目的 正 交 设计 筛 选 共和 环 磷 酰胺 联合 使 用 建立 新 西 兰 免 再 生 障碍 性 贫血 模型 的 适宜 剂量 。 方 法 新 西 兰 免 , 采 用 正 交 试 
验 设 计 , 应 用 L,(3) 正 交 表 对 茶 的 剂量 (A) . 环 磷 酰 胺 的 剂量 (B) . 葵 的 注射 次 数 (C) . 环 碰 酰胺 的 注射 次 数 (D) 四 个 因素 及 它们 
各 自 不 同 的 3 个 水 平 在 建立 新 西 兰 免 再 生 障碍 性 贫血 模型 ,并 最 终 从 9 个 实验 组 中 优选 出 建 模 的 较 优 方案 。 给 药方 法 为 先 背 部 
皮下 注射 茉 ,隔日 1 次 ,再 耳 缘 静 脉 注射 环 磷 酰 腕 ,每 天 注射 , 均 按 照 规定 次 数 注射 。 每 6 d 检 测 1 次 血 常 规 , 于 建 模 前 、 建 模 后 
36d 取 小 段 股骨 进行 骨髓 组 织 学 检查 ,观察 变化 。 结 果 将 9 组 白细胞 .红细胞 .血小板 计数 进行 对 比分 析 ,4~9 组 新 西 兰 免 再 障 
模型 建立 成 功 ,第 7.8、9 组 与 其 他 组 日 均 下 降 速 率 之 差 有 统计 学 意义 (P<0.05), 其 中 第 7 组 骨髓 切片 显示 骨髓 增生 低下 ,造血 组 
织 减 少 , 巨 核 细 胞 减少 或 消失 ,脂肪 细胞 增多 。 随 访 发 现 ,第 7 组 骨髓 抑制 一 直 存 在 ,与 该 病 临 床 特 点 相符 合 。 结 论 第 7 组 采用 
茶 1.5 mLkg,8 次 /d, 环 磷 酰 腕 10 mg/kg,4 次 /d, 这 一 组 合剂 量 建立 的 新 西 兰 免 AA 模型 建 模 周期 短 \ 目 模型 稳定 ,是 一 种 可 广泛 
应 用 于 动物 实验 的 建 模 方法 。 

关键 词 : 再 生 障 碍 性 贫血 ; 葵 ; 环 磷 酰 胺 ; 正 交 试 验 ;动物 模型 
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Abstract: Objective To screen for the optimal dose of benzene and cyclophosphamide using an orthogonal design for 
establishment of New Zealand rabbit models of aplastic anemia. Methods Following an orthogonal experimental design, the 
effects of 3 levels of 4 factors, namely the dose of benzene (A), the dose of cyclophosphamide (B), the number of benzene 
injections (C), and the number of cyclophosphamide injections (D) were tested in the establishment of New Zealand rabbit 
models of aplastic anemia using a Ls (39) orthogonal table, and the optimal protocol for the model establishment was selected 
from the 9 experimental groups. Each rabbit received subcutaneous injection of benzene on the back every other day followed 
by daily cyclophosphamide injection via the ear vein for prescribed times. The blood routine was examined every 6 days, and 
before modeling and at 36 days after modeling, a small sample of the femoral bone was collected for bone marrow 
histopathological examination. Results Comparison of the white blood cell, erythrocyte and platelet counts among the 9 
groups showed successful modeling in Groups 4-9, and daily mean reduction rates of the cell counts in Groups 7, 8, and 9 
differed significantly from those in the other groups (P<0.05). In Group 7, bone marrow sections showed low myelodysplasia, 
reduced hematopoietic tissue, reduced or even absence of megakaryocytes, and increased fat cells. Further observation found 
that the rabbits in Group 7 had sustained bone marrow suppression, consistent with the clinical characteristics of the disease. 
Conclusion Stable models of aplastic anemia can be established efficiently in New Zealand rabbits by a combination of 8 
subcutaneous injections of benzene at 1.5 mL/kg and 4 intravenous injections of cyclophosphamide at 10 mg/kg. 

Key words: aplastic anemia; benzene; cyclophosphamide; orthogonal test; animal models 


青 生 障 碍 性 贫血 (AA) 是 一 种 以 骨髓 造血 功能 低 。 ”功能 衰竭 症 。 我 国 的 年 均 发 病 率 为 0.74/10 万 人 ,可 发 
下 ` 全 血细胞 减少 和 贫血 .出血 ,感染 为 主要 表现 的 造血 ”” 生 于 各 个 年 龄 段 , 老 年 人 发 病 率 较 高 ,男女 发 病 率 无 显 
车 差异 "。AA 致死 率 高 且 很 难 治愈 ,其 中 急性 AA 预 后 
极 差 , 仅 少数 病情 较 轻 的 患者 可 获得 缓解 或 治愈 ”。 为 
了 对 AA 的 发 生发 展 及 治疗 方法 进行 深入 研究 ,需要 建 
立 合适 的 AA 动 物 模型 。 

AA 的 发 病 机制 极 为 复杂 , 尚 无 定论 , 造 模 方法 各 
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异 , 包 括 物理 方法 .化 学 方法 .物理 化 学 方法 ,免疫 介 导 
方法 等 ”, 但 目前 的 造 模 方法 存在 着 诸如 AA 期 不 稳 
定 、 三 系 水 平 降低 不 一 致 .操作 过 程 复杂 、 诱 发 率 低 等 
缺点 一。 

为 建立 一 种 更 符合 临床 AA 特性 、 更 稳定 的 AA 动 
物 模 型 ,本 课题 组 参考 多 种 造 模 方 法 5” ,对 这 些 方法 建 
芯 的 模型 的 优 缺 点 进行 了 分 析 ,确定 了 葵 和 环 磅 酰胺 联 
合 使 用 在 新 西 兰 兔 建 立 AA 模 型 的 方法 ,并 参考 以 上 方 
法 中 的 实验 参数 进行 了 正 交 设计 ,以 期 建立 更 符合 临床 
AA 特 性 ,稳定 的 AA 动 物 模型 ,是 在 此 基础 上 能 入选 出 
较 优 方案 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 实验 动物 健康 成 年 新 西 兰 免 , 共 90 只 ,雌雄 不 
限 , 体 质量 2+0.2 kg, 均 由 重庆 医科 大 学 实验 动物 中 心 
提供 [生产 许可 证 :SCXK( 渝 )2012-0001]。 所 有 动物 
都 饲养 在 同样 的 实验 室 环 境 下 (温度 22+2 %C ,湿度 45 二 
5%,12h 明 暗 周 期 )。 实 验 中 对 所 有 动物 的 处 理 都 符合 
2006 年 科技 部 颁发 的 4 关于 善待 实验 动物 的 指导 性 意 
见 》。 

1.1.2 试剂 与 仪器 注射 用 茶 ( 分 析 纯 ,国药 集团 化 学 试 
剂 沈阳 有 限 公 司 ); 环 磷 酰 胺 (江苏 恒 瑞 医药 股份 有 限 公 
司 );EDTA-2K( 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ); HE- 
MAVET950FS 型 全 自动 五 分 类 血液 分 析 仪 (美国 
DREW 公 司 );SM2000R 型 石蜡 切片 机 (德国 Leica 公 
司 ) ;Olympus-BX51 型 光学 显微镜 (日 本 OLYMPUS 
公司 )。 

1.2 方法 

1.2.1 新 西 兰 免 AA 模 型 分 组 处 理 参照 颜 虹 o 主 编 的 
第 2 版 医学 统计 学 教材 四 因素 三 水 平 正 交 表 L,(3”) 将 90 
只 新 西 兰 兔 随机 分 成 9 个 实验 组 ( 表 1), 每 组 10 只 。 实 
验 组 严格 按 正 交 设 计 表 给 药 , 先 背部 皮下 注射 茶 , 隔 日 1 
次 ,直至 注射 完 正 交 表 规定 的 次 数 ; 待 茶 全 部 注射 完毕 ， 
再 于 耳 缘 静 脉 注 射 环 磷 酰 腕 ,每 天 注射 ,直至 注射 完 正 
交 表 规定 的 次 数 。 

1.2.2 指标 的 采集 与 检测 

1.2.2.1 一 般 情况 观察 观察 实验 过 程 中 新 西 兰 免 的 精 
神 状 态 .皮肤 毛发 及 体质 量变 化 等 情况 并 记录 其 死亡 时 
间 ,计算 生存 率 。 

1.2.2.2 血 常规 检测 每 6 d 检 测 1 次 血 常规 。 将 新 西 兰 
免 耳 中 动脉 附近 的 兔 毛 拔 除 ,用 酒精 棉 球 擦拭 , 待 血管 
充 僵 后 ,用 2 mL 的 注射 器 抽取 1 mL 血液 ,快速 注入 含 
EDTA 二 钾 盐 的 一 次 性 采血 管 中 , 来 回 摇晃 采血 管 , 防 
止 碳 液 凝 固 ,2 内 使 用 全 自动 血细胞 计数 分 析 仪 进行 
血 常 规 分 析 , 检 测 白细胞 (WBC) 、 红 细胞 (RBC) 、 血 小 


表 1 茶 和 环 磷 酰胺 正 交 设计 表 
Tab.1 Orthogonal design table of benzene and 
cyclophosphamide (n=90) 

Benzene CTX CTX 


croup Benzene (mL/kg) (times) (mg/kg) (times) 


1 0.5 6 10 3 
2 0.5 7 15 4 
3 0.5 8 20 5 
4 1.0 7 10 号 
5 1.0 8 15 3 
6 1.0 6 20 4 
未 1.5 8 10 4 
8 1 6 15 5 
9 1S 4 20 3 
板 (PLT) 计 数 。 


1.2.2.3 骨 虎 组 织 病理 学 观察 于 建 模 前 、 建 模 36 d 后 
将 新 西 兰 兔 耳 缘 静 脉 注射 空气 处 死 ,在 消毒 的 情况 下 解 
训 取 小 段 股骨 ,取出 的 骨 组 织 标本 尽快 浸泡 于 4% 多 聚 
甲醛 溶液 中 国定 ,经 过 脱水 .石蜡 包 埋 .切片 和 苏 木 精 一 伊 
红 染 色 法 染色 后 ,在 光学 显微镜 下 观察 细胞 的 形态 结构 。 
1.2.3 判定 模型 成 功 的 标准 白细胞 下 降 =50% , 红 细 
胞 和 血小板 下 降 =>20% ,并 且 骨 髓 涂 片 或 切片 显示 骨 
髓 增生 低下 ,脂肪 组 织 增加 即 可 诊断 为 再 生 障碍 性 贫 
而 
1.3 统计 学 分 析 

应 用 SPSS 22.0 统 计 软 件 对 数据 进行 整理 分 析 。 
各 项 数据 均 用 均 数 + 标 准 差 表 示 ,细胞 计数 日 均 下 降 速 
率 之 差 采 用 测量 时 间 固 定 的 二 水 平 模型 分 析 ,P<0.05 
认为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 

2.1 一 般 情况 观察 及 生存 率 

2.1.1 一 般 情 况 观察 新 西 兰 免 用 药 结束 后 第 6 天 有 部 
分 新 西 兰 免 开始 出 现 反应 迟钝 , 耳 廊 苍白 ,皮毛 光泽 变 
差 ,部 分 新 西 兰 免 有 脱毛 等 表现 ,各 组 达到 诊断 标准 的 
时 间 及 死亡 率 ( 表 2) ,第 1.2.3 组 新 西 兰 免 分 别 最 快 于 
给 药 后 第 12.24.30 天 出 现 死亡 , 血 常 规 均 未 达到 诊断 
标准 ,死亡 率 分 别 为 10%、20%、0%; 第 4.5.6 组 新 西 兰 
免 分 别 最 快 于 给 药 后 第 16.22 .16 天 出 现 死亡 , 血 常规 
分 别 于 第 21.21.24 天 达到 诊断 标准 ,死亡 率 均 为 40%; 
第 7.8.9 组 新 西 兰 免 分 别 最 快 于 给 药 后 第 3.6.9 天 出 现 
死亡 , 血 常规 分 别 于 第 18、18、30 天 达到 诊断 标准 ,死亡 
率 分 别 为 70%、60%、70%。 

2.1.2 生存 率 9 组 新 西 兰 免 在 联合 使 用 共和 环 磷 酰胺 
后 生存 率 出 现 了 差异 ,并 且 随 着 葵 剂 量 的 增加 而 下 降 ， 
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表 2 免 的 一 般 情 况 


Tab.2 General condition of rabbit 


Group Blood routine standard Mortality (%) 
1 Not up to standard 10 
2 Not up to standard 20 
3 Not up to standard 0 
4 Day 21 40 
5 Day 21 40 
6 Day 24 40 
7 Day 18 70 
8 Day 18 60 
9 Day 30 70 
A 1 01 
人 = 
0.8] | 
号 
加 
二 
2 
尼 4 [= 
3 0.6 
只 
0.41 Benzene 
m10.5 mL/kg 
m1.0mL/kg oo—= 
—m 1.5 mL/k 
0.2] 
T T T T T T T 
0 5 10 15 20 25 30 


Days after first injection 


使 用 SPSS22.0 进 行 生 存 函 数 分 析 后 发 现 仅 有 茶 的 剂量 
对 生存 率 的 影响 有 统计 学 意义 (P<0.05) , 环 磷 酰胺 的 剂 
量 对 生存 率 的 影响 (图 1B) 没 有 统计 学 意义 (P>0.05, 图 
1A), 日 药物 的 注射 次 数 对 生存 率 的 影响 也 不 存在 统计 
学 意义 (P>0.05)。 

2.2 血 常 规 及 骨髓 组 织 学 检测 结果 

2.2.1 红细胞 计数 各 组 组 间 红 细胞 计数 进行 比较 ( 表 
3) ,第 7.8.9 组 红细胞 日 均 下 降 速 率 之 差 比 部 分 其 他 组 
大 ,其 中 第 7 组 与 第 2.3.4.5.6 组 红细胞 日 均 下 降 速率 
之 差 存在 统计 学 意义 (P<0.05); 第 8 组 与 第 1.2.3.4.5.6 
组 红细胞 日 均 下 降 速率 之 益 有 显著 差异 (P<0.001) ,与 
第 9 组 也 存在 差异 (P<0.05); 第 9 组 与 第 2.4.8 组 红细胞 
日 均 下 降 速 率 之 差 有 统计 学 意义 (P<0.05)。 按 与 其 他 
各 组 存在 统计 学 意义 组 数 进行 排序 ,第 8 组 > 第 7 组 > 第 
9 组 。 


B 1.0j 了 
0.9] 
也 
E 0.8] 
a0 
必 
S 
E> 
| 
0.6]j CTX 
m1 10mL/kg 
- 门 15 mL/kg 
0.5] —m 20 mL/kg 


T T T T 


| 
0 10 15 20 25 30 


Days after first injection 


1 茶 和 环 磷 酰胺 的 剂量 对 各 自生 存 率 的 影响 


Fig.1 Effects of benzene and cyclophosphamide doses on survival rate of the rabbits. 


表 3 各 组 间 红 细胞 日 均 下 降 速 率 之 差 的 比较 


Tab.3 Comparison of daily mean descending rate of erythrocytes between groups (n=90) 


Group 1 2 3 5 6 7 8 

2 0.028(0.020) 

3 0.013(0.020) -0.016(0.020) 

4 0.030(0.021) 0.002(0.021) 0.018(0.021) 

5 0.020(0.021) -0.008(0.022) 0.008(0.021) -0.010(0.023) 

6 0.017(0.021) -0.011(0.021) 0.004(0.021) -0.014(0.022) -0.003(0.022) 

7 -0.036(0.024) -0.065(0.024)** -0.049(0.023)* -0.067(0.025)** -0.057(0.025)* -0.053(0.024)* 

8 -0.082(0.022)*** -0.110(0.022)*** -0.095(0.022)*** -0.113(0.023)*** -0.102(0.023)*** -0.099(0.023)*** -0.046(0.025) 

9 -0.026(0.023) -0.055(0.023)* -0.039(0.022) -0.057(0.024)* -0.047(0.024) -0.043(0.023) -0.010(0.026) 0.056(0.024)* 


*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
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2.2.2 和 白细胞 计数 各 组 组 间 白 细胞 计数 进行 比较 ( 表 
4) ,第 7.8.9 组 白细胞 日 均 下 降 速率 之 差 比 部 分 其 他 组 
大 ,其 中 第 7 组 与 第 1.2.3.4.5.6.8 组 白细胞 日 均 下 降 
速率 之 差 存在 明显 差异 (P<0.01) ;第 8 组 与 第 2.6.7 组 


表 4 各 组 间 白 细胞 日 均 下 降 速 率 之 差 的 比较 


白细胞 日 均 下 降 速 率 之 差 存在 差异 (P<0.05); 第 9 组 与 
第 2.3.6 组 白细胞 日 均 下 降 速 率 之 差 存在 差异 (P< 
0.05)。 按 与 其 他 各 组 存在 统计 学 意义 组 数 进行 排序 ， 
第 7 组 > 第 8 组 = 第 9 组 。 


Tab.4 Comparison of daily mean descending rate of white blood cells between groups (n=90) 


Group 1 2 3 4 3 6 7 8 

2 0.145(0.128) 

3 0.068(0.125) -0.077(0.126) 

4 0.045(0.134) -0.099(0.135) -0.023(0.132) 

5 -0.079(0.136) -0.224(0.137) -0.147(0.134) -0.124(0.143) 

6 0.153(0.133) 0.008(0.134) 0.085(0.131) 0.108(0.140) 0.232(0.142) 

7 -0.521(0.150)** -0.666(0.151)*** -0.589(0.149)*** -0.567(0.156)*** -0.442(0.158)** -0.674(0.155)*** 

8 -0.174(0.140) -0.319(0.141)* -0.242(0.138) -0.220(0.146) -0.095(0.148) -0.327(0.145)* 0.347(0.161)* 

9 -0.241(0.143) -0.386(0.144)** -0.309(0.142)* -0.287(0.150) -0.162(0.151) -0.394(0.149)** 0.280(0.164) -0.067(0.155) 


*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 


2.2.3 血小板 计数 的 变化 各 组 组 间 血 小 板 计 数 进行 比 
较 ( 表 5), 第 7.8.9 组 血小板 日 均 下 降 速 率 之 差 比 部 分 
其 他 组 大 ,其 中 第 7 组 与 第 1.2.3.4.5.6 组 血小板 日 均 
下 降 速 率 之 差 存在 差异 (P<0.05); 第 8 组 与 第 5.6 组 血 


表 5 各 组 间 血 小 板 日 均 下 降 速 率 之 差 的 比较 


小 板 日 均 下 降 速 率 之 差 存在 差异 (P<0.05); 第 9 组 与 第 
6 组 血小板 日 均 下 降 速 率 之 差 存在 差异 (P<0.05)。 按 与 
其 他 各 组 存在 统计 学 意义 组 数 进行 排序 ,第 7 组 > 第 8 组 
> 第 9 组 。 


Tab.5 Comparison of daily mean descending rate of Platelet between groups (n=90) 


Group 1 2 3 9 6 7 8 

2 -0.659(1.592) 

3 0.614(1.554) 1.272(1.566) 

4 0.695(1.667) 1.354(1.677) 0.081(1.642) 

5 1.463(1.690) 2.122(1.700) 0.850(1.665) 0.768(1.770) 

6 2.450(0.165) 3.109(1.662) 1.836(1.627) 1.755(1.734) 0.987(1.756) 

7 -5.446(1.862)** -4.787(1.872)* -6.059(1.840)** -6.141(1.936)** -6.909(1.956)*** -7.896(1.923)*** 

8 -2.385(1.735) -1.726(1.745) -2.999(1.711) -3.080(1.814) -3.848(1.835)* -4.835(1.800)** 3.061(1.995) 

9 -2.065(1.779) -1.403(1.788) -2.676(1.755) -2.757(1.855) -3.526(1.876) -4.512(1.842)* 3.383(2.033) 0.323(1.917) 


*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 


各 组 的 红细胞 \ 白 细胞 、 血 小 板 动态 变化 (图 2), 红 
细胞 数量 给 药 后 每 天 相对 于 0 天 的 百分比 变化 (图 2A)， 
由 图 可 见 下 降幅 度 最 大 的 为 第 8 组 ,但 18、24 天 仍 出 现 
了 大 幅 下 降 , 表 明 模 型 的 稳定 性 较 差 ,第 7 组 下 降 迅 速 
且 保持 稳定 ;白细胞 数量 给 药 后 每 天 相对 于 0 天 的 百 分 
比 变化 (图 2B) ,从 图 中 可 以 看 出 第 6.8`.9 组 在 18 天 以 
后 开始 大 幅度 的 升 高 ,不 利于 建 模 , 仅 第 7 组 下 降 后 一 


直 保 持 稳定 ; 血小板 数量 给 药 后 每 天 相对 于 0 天 的 百 分 
比 变 化 (图 2C) ,从 图 中 我 们 依然 能 够 看 出 第 8、9 组 12、 
18 天 有 明显 的 回升 ,第 24 天 继续 下 降 , 第 7 组 是 唯一 一 
组 稳定 保持 下 降 趋势 的 组 ;由 此 可 见 ,第 7 组 为 9 组 中 下 
降 达 到 标准 旦 最 为 稳定 的 组 。 

2.2.4 骨 项 的 组 织 学 变化 比较 各 组 骨髓 病理 切片 (图 
3), 由 图 可 见 1.2.3 组 新 西 兰 兔 骨髓 切片 造血 组 织 较 丰 
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富 ,结构 基本 完整 ,不 符合 再 障 标准 。4~9 组 骨髓 增生 
低下 ,造血 组 织 减 少 , 巨 核 细 胞 减少 或 消失 ,脂肪 细胞 增 
多 ,与 再 障 特征 相符 合 。 

结合 以 上 结果 ,发 现 4~9 组 各 项 指标 均 符 合 AA 标 
准 ,其 中 第 7.8.9 组 三 系 日 均 下 降 速率 对 比 其 他 组 有 统 
计 学 意义 , 尤 以 第 7 组 模型 更 佳 。 


3 讨论 

动物 模型 的 建立 是 研究 中 毒性 疾病 极其 重要 的 途 
径 ,各 种 造 模 方法 各 有 优 缺 点 ,可 依据 不 同 的 实验 目的 选 
择 相应 的 动物 模型 来 研究 中 毒性 疾病 的 发 生发 展 "。 
查阅 国内 外 AA 多 种 造 模 方 法 ,发 现 绝 大 多 数 AA 模 
型 均 采 用 小 鼠 做 为 实验 动物 , 旦 成功 建立 AA 模 型 。 但 
剂量 很 难 控制 , 量 大 小 鼠 容 易 死 亡 , 量 小 个 别 小 鼠 不 易 
达到 抑制 效果 。 小 鼠 血 量 较 少 ,全 血 5.85 mL/100 g, 血 
浆 3.15 mL/100 g'”, 很 难 实现 长 期 短 时 间 多 次 重复 采 
血 , 且 不 对 小 鼠 血 液 系统 产生 影响 。 本 课题 组 考虑 小 鼠 
AA 模 型 有 这 些 缺 点 ,采用 新 西 兰 免 作 为 实验 动物 ,可 实 
现 短 时 间 多 次 重复 采血 ,对 实验 动物 的 影响 较 小 ,有 利 
于 AA 模 型 的 建立 及 持续 稳定 检测 实验 指标 ””。 

葵 是 最 常 使 用 的 化 学 毒物 ,慢性 葵 中 毒 时 茶 主 要 富 
集 于 骨髓 ,造成 血液 系统 损害 “。Velasco 等 5 给 CD1 人 小 鼠 
注射 2 mL/kg 葵 ,每 周 3~5 次 ,共计 20 次 ,建立 CD1 小 鼠 
AA 模 型 ,可 见 外 周 血细胞 、 上 骨髓 细胞 数量 减少 。 雾 化 吸 
入 茶 10 周 可 导致 昆明 鼠 出 现 AA, 主 要 表现 为 红细胞 集 
落 形 成 障碍 , 红 系 祖 细 胞 减少 ,但 操作 过 程 复 杂 , 诱 发 
率 低 。 张 擎 等 "首次 采用 大 剂量 环 碍 酰 胶 200 mg/kg*b.w. 


四 
修 
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图 2 血 常规 动态 变 
Fig.2 Dynamic changes in blood 
routine of the rabbits. 


尾 静脉 注射 , 紧 接着 连续 7 d 以 维持 剂量 30 mg/kg:b.w. 
腹腔 注射 建立 免疫 低下 动物 模型 ,实验 动物 外 周 血 象 出 
现 明 显 降低 ,骨髓 象 检 查 显示 正常 造血 组 织 被 抑制 。 单 
纯 使 用 环 磷 酰 胺 造 模 发 现 外 周 血 中 白细胞 显著 下 降 ， 
而 红细胞 下 降 缓慢 上 且 不 明显 , 且 停 药 后 血 象 迅速 上 升 ， 
表明 使 用 环 磷 酰胺 仅 能 引起 骨 化 的 可 逆 性 损伤 ,如 剂量 
依赖 性 的 红细胞 .血红 和 蛋白, 粒 细胞 集落 刺激 因子 减少 ， 
而 这 些 指标 均 可 在 停 药 后 短 时 间 内 恢复 正常 ”。 孙 纪 
元 等 "采用 60Co-y 射 线 . 环 磷 酰 腕 和 和 氧 霉 素 复 合法 获得 
了 AA 模 型 ,但 需要 特殊 设备 ,专业 人 员 ,操作 不 便 , 且 
辐射 剂量 难以 控制 ,过 程 繁 珊 站 。 本 研究 借鉴 文献 及 以 
往 的 经 验 科学 合理 的 选用 药物 联合 的 造 模 方法 。 

人 研究 结果 显示 ,已 成 功 建立 新 西 兰 免 AA 模 型。 实 
验 组 相互 之 间 比 较 , 第 1.2.3 组 未 成 功 建立 新 西 兰 免 
AA 模 型 ;第 4.5.6 组 成 功 建立 新 西 兰 兔 AA 模 型 ,但 三 
系 下 降 较 慢 , 周 期 长 ,不 稳定 ;第 7.8、9 组 新 西 兰 免 AA 
模型 各 项 指标 均 符 合 AA 标 准 ,其 中 第 7 组 AA 模 型 更 
优 , 且 该 组 新 西 兰 免 的 一 般 情 况 .三 系 血 细胞 计数 .骨髓 
组 织 学 检查 均 有 较 明 显 的 变化 ,表明 本 组 使 用 的 药物 剂 
量 是 AA 造 模 比 较 理 想 的 剂量 。 我 们 在 第 51 天 对 第 7 
组 存活 的 新 西 兰 免 的 血 常 规 进 行 了 检测 发 现 该 组 血 常 
规 仍 满足 AA 诊 断 标 准 ,说 明 该 组 模型 稳定 性 强 。 本 研 
究 结 果 提 示 相 对 于 单 药 使 用 ,给 药 时 间 较 长 . AA 发 生 时 
间 不 统一 等 缺点 ,我 们 采用 该 剂量 茉 与 环 磷 酰 胺 联合 使 
用 建立 的 新 西 兰 免 AA 模 型 具有 造 模 周 期 短 ,操作 简 
便 ,成 功率 高 ,发 生 骨 髓 造血 功能 障碍 的 时 间 较 为 固定 ， 
各 项 指标 与 人 的 AA 类 似 等 优点 。 
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AA 的 机 制 研 究 主要 分 为 以 下 3 个 阶段 。 第 1 阶 
段 :AA 的 发 生 被 认为 主要 是 由 于 药物 及 化 学 物质 毒性 
作用 所 引起 。 第 2 阶段 : 随 着 各 种 微观 科学 的 迅速 发 
展 ,研究 发 现 AA 的 病理 机 制 呈现 出 高 度 的 异 质 性 ， 种 
子 (造血 干细胞 异常 )”“ 土 壤 ( 造 血 微 环境 异常 )” 和 “ 忠 
子 ( 免 疫 功能 异常 ) 学 说 渐渐 成 为 主流 。 第 三 阶段 : 随 
着 机 制 研 究 的 不 断 进 展 ,T 细 胞 功能 亢进 引发 骨髓 造血 
组 织 损伤 的 理论 被 越 来 越 多 的 学 者 认可 ,可 见 AA 
的 发 病 机 制 较 复杂 且 目 前 尚 不 十 分 明确 , 仅 能 确定 其 主 
要 涉及 免疫 功能 异常 等 方面 *”。 在 此 基础 之 上 ,我 们 
运用 机 制 第 一 阶段 的 研究 ,采用 了 药物 及 化 学 物质 毒性 
作用 引起 再 障 。 同 时 本 实验 第 7 组 也 满足 AA 的 特征 及 
诊断 标准 ,AA 的 特征 主要 为 外 周 血 全 血细胞 减少 和 骨髓 
造血 功能 衰竭 ,不 足 在 于 未 进行 深入 的 机 制 研究 ,针对 
于 此 ,后 期 实验 研究 将 进一步 加 深 对 AA 机 制 的 探索 。 


(pf OR 


/i 


图 3 新 西 兰 免 骨 髓 病理 切片 

Fig.3 Cross sections of bone marrow of the rabbits (HE 
staining, Original magnification: x100). The numbers 1-9 
represent Groups 1-9 respectively. 


本 研究 也 有 需要 改进 之 处 , 葵 剂 是 最 早 用 于 制作 
AA 模型 的 试剂 之 一 ,可 引起 多 品系 小 鼠 的 造血 功能 障 
碍 号 。 第 7 组 死亡 出 现 较 早 ,死亡 率 略 高 ,其 主要 原因 也 
是 由 茶 的 剂量 引起 , 茶 在 建立 AA 动物 模型 中 不 可 或 
缺 。 本 次 模型 成 功 ,但 过 高 的 死亡 率 会 造成 动物 实验 成 
本 增 大 ,因此 后 期 还 需要 筛选 茶 的 剂量 以 使 该 方法 建立 
的 模型 更 适宜 国内 研究 者 用 于 开展 对 AA 的 深入 研究 。 

综 上 所 述 ,采用 葵 1.5 mL/kg,8 次 /d, 环 磷 酰 胶 
10 mg/kg,4 次 /d, 这 一 组 合剂 量 建立 的 新 西 兰 免 AA 模 
型 建 模 周 期 短 符合 临床 AA 各 项 特征 、 且 模型 稳定 ,是 
一 种 可 广泛 应 用 于 动物 实验 的 建 模 方法 。 
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